Influence of structurally different lipid based systems on the vitamins C and E release profiles by Šibal, Klara
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KLARA ŠIBAL 
 
DIPLOMSKA NALOGA 
 
UNIVERZITETNI ŠTUDIJ KOZMETOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
KLARA ŠIBAL 
 
 
VPLIV STRUKTURNO RAZLIČNIH, NA LIPIDIH OSNOVANIH SISTEMOV, NA 
SPROŠČANJE VANJE VGRAJENIH VITAMINOV C IN E 
 
INFLUENCE OF STRUCTURALLY DIFFERENT LIPID BASED SYSTEMS ON THE 
VITAMINS C AND E RELEASE PROFILES 
 
 
DIPLOMSKA NALOGA 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
  
Diplomsko nalogo sem opravljala na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za Farmacijo, pod 
mentorstvom prof. dr. Alenke Zvonar Pobirk, mag. farm. Meritve sem izvajala v laboratorijih 
na Fakulteti za farmacijo, na Katedri za farmacevtsko tehnologijo. 
 
 
Zahvala 
Zahvaljujem se mentorici prof. dr. Alenki Zvonar Pobirk, mag. farm., za vso strokovno 
pomoč, nasvete in usmerjanje pri raziskovalnem delu in izdelavi diplomske naloge. Za pomoč 
pri eksperimentalnem delu in HPLC analizi se zahvaljujem prof. dr. Robertu Roškarju, mag. 
farm. Zahvaljujem se tudi strokovnima sodelavkama na Katedri za farmacevtsko tehnologijo 
Tatjani Hrovatič in Mojci Keržan za vso pomoč pri delu v laboratoriju. Posebna zahvala gre 
moji družini, ki so me tekom celotnega študija spodbujali, pomagali in verjeli vame, ter 
prijateljem še posebej Evi Štefanec, za vso pomoč ter spodbudo. 
 
 
 
 
 
Izjava 
Izjavljam, da sem diplomsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom prof. dr. Alenke 
Zvonar Pobirk, mag. farm.  
 
Klara Šibal 
  
 I 
 
VSEBINA 
POVZETEK ............................................................................................................................. III 
ABSTRACT ............................................................................................................................. IV 
SEZNAM OKRAJŠAV ............................................................................................................. V 
1. UVOD ................................................................................................................................ 1 
1.1 KOŽA .......................................................................................................................... 1 
1.2 OKSIDATIVNI STRES .............................................................................................. 3 
1.3 ANTIOKSIDANTI ...................................................................................................... 5 
1.3.1 Antioksidanti v kozmetičnih izdelkih .................................................................. 6 
1.3.2 Vitamin C ............................................................................................................. 6 
1.3.3 Vitamin E ............................................................................................................. 8 
1.3.4 Sinergistično delovanje vitamina C in E .............................................................. 9 
1.4 DERMALNA ABSORPCIJA IN FRANZOVE CELICE ......................................... 10 
1.5 NOSILNI SISTEMI ................................................................................................... 11 
1.5.1 Samomikroemulgirajoči sistem .......................................................................... 11 
1.5.2 Tekoči kristali ..................................................................................................... 12 
1.5.3 Mikoemulzije ..................................................................................................... 12 
1.6 REOLOGIJA ............................................................................................................. 13 
2. NAMEN ........................................................................................................................... 16 
3. MATERIALI IN METODE ............................................................................................. 17 
3.1 MATERIALI ............................................................................................................. 17 
3.1.1 Sestava sistemov ................................................................................................ 17 
3.1.2 Ostale snovi ........................................................................................................ 19 
3.1.3 Naprave .............................................................................................................. 19 
3.2 METODE ................................................................................................................... 20 
3.2.1 Priprava vzorcev ................................................................................................. 20 
 II 
 
3.2.2 Sproščanje vitaminov C in E iz izbranih lipidnih sistemov skozi umetno 
membrano ......................................................................................................................... 21 
3.2.3 Določanje vsebnosti vitaminov C in E v izbranih nosilnih sistemih s HPLC 
metodo…. ......................................................................................................................... 23 
3.2.4 Določanje reoloških lastnosti ............................................................................. 27 
4. REZULTATI IN RAZPRAVA ........................................................................................ 29 
4.1 Reološke lastnosti nosilnih sistemov brez in z vgrajenima vitaminoma c in e ......... 29 
4.1.1 Vrednotenje izdelanih vzorcev z rotacijsko viskozimetrijo ............................... 29 
4.1.2 Vrednotenje izdelanih vzorcev z oscilacijsko viskozimetrijo ............................ 32 
4.2 Vpliv receptorskega medija na sproščanje vitaminov ............................................... 34 
4.3 SPROŠČANJE VITAMINOV C IN E IZ NOSILNIH SISTEMOV ........................ 34 
4.3.1 Vpliv notranje strukture nosilnega sistema na sproščanje vitaminov ................ 34 
4.3.2 Vpliv viskoznosti nosilnih sistemov na sproščanje vgrajenih KAS ................... 37 
5. SKLEP .............................................................................................................................. 39 
6. VIRI .................................................................................................................................. 40 
 
 III 
 
POVZETEK 
Koža je naša zunanja mejna površina telesa in je nenehno izpostavljena različnim vplivom iz 
okolja, ki lahko vplivajo na procese v koži. Da pa lahko opravlja svojo zaščitno nalogo, mora 
biti njena barierna funkcija dobro delujoča. Pri tem imajo pomembno vlogo tudi antioksidanti. 
Vitamin C je naravni eksogeni antioksidant, ki ima dobro sposobnost lovljenja radikalov ter 
regeneriranja prostih tokoferilnih radikalov v tokoferol (vitamin E). Slednji med drugim 
preprečuje peroksidacijo lipidov rožene plasti kože. Novejši koloidni nosilni sistemi 
izkazujejo ugodne lastnosti za dermalno dostavo učinkovin. Samomikroemulgirajoči sistemi 
povečajo topnost in hitrost raztapljanja slabo topnih učinkovin. Mikroemulzije omogočajo 
nadzorovano sproščanje učinkovine ter olajšajo penetracijo učinkovine v kožo. Tekoči kristali 
(lamelarni) so prav tako sposobni nadzorovano sproščati učinkovino, kar jim omogoča 
njihova medceličnim lipidom podobna struktura. 
Namen diplomske naloge je bil ugotoviti vpliv strukturno različnih na lipidih osnovanih 
sistemov, na sproščanje vanje vgrajenih vitaminov C in E. Proučevali smo tri različne 
nanostrukturirane dostavne sisteme, in sicer samomikroemulgirajoči sistem, mikroemulzijo 
tipa voda-v-olju ter lamelarne tekoče kristale sestavljene iz enakih komponent (lecitin, Tween 
80, izopropilmiristat, butanol, voda) v različnem razmerju, v katere smo vgradili vitamina C 
in E. Test in vitro sproščanja smo izvajali s pomočjo Franzovih difuzijskih celic. Reološke 
meritve so potrdile, da so lamelarni tekoči kristali najbolj viskozen sistem, njegova 
konsistenca pa se je po vgradnji vitaminov še povečala. Nasprotno se viskoznost 
samomikroemulgirajočih sistemov ter mikroemulzije tipa voda-v-olju po vgradnji vitaminov 
ni bistveno spremenila. Rezultati in vitro sproščanja dokazujejo, da viskoznost vpliva na 
profil sproščanja vitaminov, saj se je najmanj vitamina C sprostilo iz tekočih kristalov, ki so 
najbolj viskozen proučevan sistem in največ iz mikroemulzije voda-v-olju. Potrdili pa smo 
tudi, da na sproščanje vitaminov C in E iz nosilnih sistemov ne vpliva le viskoznost, ampak 
tudi notranja struktura sistemov ter topnost vitamina, saj se je največ vitamina E sprostilo iz 
tekočih kristalov in najmanj iz samomikroemulgirajočega sistema. Rezultati kažejo, da se je iz 
vseh treh nosilnih sistemov sprostilo več vitamina C kot vitamina E. 
V okviru diplomske naloge smo ugotovili, da so lamelarni tekoči kristali tako z vidika 
notranje strukture in konsistence kot tudi profila sproščanja najustreznejši nosilni sistem za 
dermalno dostavo vitaminov C in E. 
Ključne besede: sproščanje, viskoznost, vitamin C, vitamin E  
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ABSTRACT 
The skin is our outer boundary surface of the body and is constantly exposed to various 
environmental influences that can affect the processes in the skin. However, to be able to 
perform its protective purpose, its barrier function must be well functioning. Antioxidants 
play an important role in this. Vitamin C is a natural exogenous antioxidant that has a good 
ability to scavenge radicals and regenerate free tocopheryl radicals into tocopherol (vitamin 
E). The latter, among other things, prevents the peroxidation of lipids of the stratum corneum. 
Novel colloidal carrier systems represent favourable characteristics for dermal delivery of 
active substances. Self micro-emulsifying systems increase the solubility and dissolution rate 
of poorly soluble active substances. Microemulsions enable controlled release of the active 
substance and facilitate the penetration of the active substance into the skin. Liquid crystals 
(lamellar) are also able to release the active substance in a controlled manner, due to their 
structural similarity to intercellular lipids within the epidermis. 
The main aim of the diploma thesis was to determine the influence of structurally different 
lipid based systems on vitamins C and E release profiles. For this purpose, we studied three 
different nanostructured delivery systems; self micro-emulsifying system, water-in-oil 
microemulsion and lamellar liquid crystals consisting of the same components (lecithin, 
Tween 80, isopropyl myristate, butanol, water) but differ in quantitative structure, in which 
vitamins C and E were incorporated. The in vitro release test was performed using Franz 
diffusion cells. Rheological measurements confirmed that lamellar liquid crystals are the most 
viscous system, and its consistency increased even more after the incorporation of vitamins. 
The viscosity of other two tested systems did not change significantly after the incorporation 
of vitamins. The in vitro release test results show that viscosity affects the release profile of 
vitamins, as the least vitamin C was released from liquid crystals and the most from the water-
in-oil microemulsion. We also confirmed that the release profile of vitamins C and E from the 
carrier systems is also affected by the inner structure of the systems and the solubility of the 
vitamin, as most vitamin E was released from liquid crystals and least from the self micro-
emulsifying system. The results show that more vitamin C than vitamin E was released from 
all three carrier systems. Based on experimental results, we may conclude that lamellar liquid 
crystals are the most suitable systems for the dermal delivery of vitamins C and E, both in 
terms of inner structure and consistency, as well as the release profile. 
Key words: release profile, viscosity, vitamin C, vitamin E 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
AO                     antioksidanti 
HPLC                 tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IPM                    izopropilmiristat 
KAS                   kozmetično aktivna sestavina 
KI                       kozmetični izdelki 
ME                     mikroemulzije 
NF-κB                transkripcijski faktor 
PAS                    površinsko aktivne snovi 
ROS                   reaktivne kisikove spojine 
SMES                 samomikroemulgirajoči sistem 
TK                      tekoči kistali 
UV                     ultravijolično 
V/O ME             mikroemulzija tipa voda-v-olju, lipofilna mikroemulzija 
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1. UVOD 
1.1 KOŽA 
Koža je največji človeški organ, saj pokriva celotno površino telesa. Sestavljena je iz treh 
plasti. Zunanja plast, imenovana tudi povrhnjica ali epidermis je najtanjša plast kože, ki se 
nenehno obnavlja. Srednja plast – usnjica ali dermis je vezivna plast kože, bogata s 
kolagenskimi in elastičnimi vlakni, ki koži omogočajo prožnost in elastičnost. V usnjici se 
nahajajo tudi krvne in limfne žile, živčni končiči, lasni folikli ter žleze znojnice in lojnice. 
Spodnja plast, ki ji rečemo tudi podkožje ali subcutis, je sestavljena iz različno velikih 
skupkov maščevja, obdanih z vezivnim tkivom. Glavna naloga podkožja je predvsem zaščita 
pred izgubo toplote ter zaščita notranjih organov (1,2). Zgradbo kože predstavlja slika 1. 
 
Slika 1: Zgradba človeške kože. 
Epidermis je sestavljen iz večplastnega epitelija, katerega sestavljajo epitelijske celice 
oziroma keratinociti. V epidermisu najdemo še nekatere druge celice kot so: melanociti,  
Langerhansove in Merklove celice. Debelina samega epidermisa je med 100 in 150 µm in 
obsega štiri plasti: stratum basale (bazalna plast), stratum spinosum (trnasta plast), stratum 
granulosum (zrnata plast) in stratum corneum (rožena plast) (1,2). Bazalna plast je plast 
povrhnjice, kjer se začne proces keratogeneze oziroma epidermalne keratinizacije. Celice 
bazalne plasti se delijo in premikajo proti površini. Tako prehajajo v naslednjo plast, 
imenovano trnasta plast. V tej plasti nastaja keratin z večjo molekulsko maso (keratin 1 in 10), 
pojavijo se lamelarna zrnca oz. Odlanova telesca (sestavljena iz glukozilceramidov, 
fosfolipidov, holesterola in hidrolitičnih encimov), same celice pa se ne delijo več. Iz trnaste 
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plasti celice potujejo v plast imenovano po bazofilnih keratohialinskih zrncih - zrnata plast, 
kjer so celice bolj sploščene oblike, počasi izgubljajo jedra in membrane. V keratohialinskih 
zrncih nastajajo novi strukturni proteini (loricin, kornifin, involukrin), ki v roženi plasti 
tvorijo čvrsto proteinsko-lipidno ovojnico korneocitov ter profilagrin, ki se pa na prehodu v 
roženo plast pretvori v filagrin in tako omogoči agregacijo in prečno premreženje keratinskih 
filamentov. V trnasti plasti povrhnjice lamelarna zrnca postajajo številčnejša, potujejo do 
celične membrane, se z njo zlijejo in sprostijo lipide v medcelični prostor. Prehod celic iz 
zrnate plasti v zadnjo plast imenovano rožena plast je hiter (5-6h). V roženi plasti dobijo 
celice novo ime, in sicer korneociti (diferencirani keratinociti). Te celice so »mrtve«, saj 
nimajo jedra in organel in so torej metabolno neaktivne. Za barierno funkcijo kože je zelo 
pomembna njihova sploščena oblika ter dejstvo, da so napolnjene s keratinom, ki skupaj s 
filagrinom predstavlja citoskelet korneocitov. Čvrsta proteinsko-lipidna membrana 
korneocitov meji z medceličnim prostorom, ki je napolnjen z lipidi, večinoma ceramidi, 
holesterolom in prostimi maščobnimi kislinami, ki so urejeni v tekočo kristalno strukturo. 
Vizualno si medceličnino in korneocite lažje predstavljamo kot malto in opeko. Zaradi 
delovanja določenih encimov (proteaz) se s prekinitvijo medceličnih dezmosomov 
(korneodezmosomov) odmrle poroženele celice odluščijo. Takšna sestava rožene plasti 
(keratinski filamenti v filagrinskem matriksu, močno premrežena membrana korneocitov, 
korneodezmosomi in zunajcelični lipidni matriks) deluje kot pregrada, obvaruje notranjost 
telesa pred izhlapevanjem vode ter obvaruje telo pred vdorom tujih snovi v notranjost (2,3).  
Ker je koža zunanja mejna površina telesa, je nenehno izpostavljena različnim vplivom iz 
okolja, ki lahko vplivajo na procese v koži. Velikokrat se premalo zavedamo njene 
pomembnosti in življenjsko pomembnih funkcij, ki jih opravlja. Koža ščiti notranjost telesa 
pred fizikalnimi, kemičnimi in mikrobiološkimi vplivi okolja. Skupaj s kožnimi priveski igra 
pomembno vlogo pri uravnavanju telesne temperature, prav tako kožni priveski (lojnice, 
znojnice) pomembno vplivajo na zaščito pred vdorom mikroorganizmov, saj s svojimi izločki  
pomagajo ustvariti kisel hidro-lipofilni zaščitni plašč. Koža je del imunskega sistema in 
čutilni organ. Je tudi mesto, kjer se izmenjujejo snovi, kot so voda in elektroliti ter izločajo 
nepotrebne snovi (2,3). 
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1.2 OKSIDATIVNI STRES 
Koža je direktno izpostavljena zraku (ki je vedno bolj onesnažen), sončni svetlobi in 
ionizirajočem sevanju, ki so le eni izmed zunanjih dejavnikov nastanka reaktivnih kisikovih 
zvrsti (v nadaljevanju ROS) v koži. Med zunanje dejavnike še spadajo cigaretni dim, alkohol, 
fizični in psihični stres, slaba prehrana ter slab življenjski stil. Medtem ko se lahko nekaterim 
zunanjim dejavnikom izognemo, se notranjim izvorom ROS (mitohondrijski elektronski 
transport, aktivirani nevtrofilci, encimi, vnetja, produkti kovinsko kataliziranih reakcij, 
produkti metabolizma ksenobiotikov) ne moremo. ROS so pravzaprav snovi, ki se nenehno 
proizvajajo v našem telesu in imajo za naše telo tako koristne kot tudi zelo nevarne učinke 
(slika 2) (4).  
ROS delimo na radikale (superoksid, hidroksil, hidroperoksil, peroksil, alkoksil) in neradikale 
(singletni kisik, ozon, vodikov peroksid idr.), ki pa so sposobni vstopiti v radikalske reakcije 
(4). Radikali so vse snovi, ki imajo v svoji strukturi vsaj en nesparjen elektron, kar povzroča 
visoko reaktivnost ter kemijsko nestabilnost. Radikali nastanejo kot stranski produkt normalne 
presnove, nekateri so tudi pomembne signalne molekule, prav tako jih levkociti uporabijo pri 
obrambi proti različnim mikrobom ter sprožijo apoptozo celice. Ti radikali nam ne škodujejo, 
dokler so v normalnih količinah. Radikali, ki nastajajo v koži (predvsem v epidermisu ter 
dermisu), so posledica obsevanja kože s sončno svetlobo, kjer pride do pretrganja kovalentne 
vezi in nastanejo predvsem kisikovi radikali. Koži povzročajo prezgodnje staranje, ki ga 
imenujemo tudi fotostaranje, izgubo elastičnosti ter prožnosti, pojavi se povečana 
pigmentacija, pride do poškodb proteinov, lipidov in nukleinskih kislin (5,6).  
 
Slika 2: Prikaz pogostih dejavnikov, ki povzročajo nastanek ROS ter posledice, ki jih ROS povzročijo koži. 
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Človeško telo je skozi evolucijo razvilo tudi obrambo pred radikali, ki deluje na različnih 
ravneh: molekulska raven (antioksidanti in lovilci radikalov), encimska in metabolična raven.  
Če je razmerje med antioksidanti in ROS v neravnovesju in nastaja veliko več ROS kot pa bi 
jih lahko antioksidanti odstranili oz. nevtralizirali, potem pride do oksidativnega stresa in 
poškodbe biomolekul. Takšno neravnovesje lahko povzroči povečana tvorba ROS ali 
zmanjšana količina oziroma aktivnost antioksidantov. V osnovi je ravnovesje vedno rahlo 
nagnjeno v prid ROS, vendar to ne povzroča povečanega oksidativnega stresa. Vidne 
spremembe oksidativnega stresa večinoma zaznamo šele po daljšem časovnem obdobju (7). 
Obsevanje kože z UVA in UVB svetlobo povzroči nastanek radikalov (predvsem 
superoksidnega in hidroksilnega radikala), ki vstopajo v reakcijo s komponentami celične 
membrane. Tarčne molekule ROS so predvsem membranske nenasičene maščobne kisline, s 
številnimi razpoložljivimi protoni. Čim več kot ima maščobna kislina dvojnih vezi, tem bolj je 
dovzetna za reakcijo z radikali. Lipidna peroksidacija se začne, ko radikal (npr. hidroksilni 
(OH˙)) odtegne atom vodika fosfolipidni molekuli (LH), in nastane C-radikal na fosfolipidni 
molekuli (lipidni radikal- L1˙). Novonastali radikal reagira s tripletnim kisikom, ki se nahaja v 
membrani, in tako nastane nov radikal (lipidni peroksilni radikal- L1OO˙). Ta lahko dalje 
reagira z vitaminom E, ki se nato pretvori v tokoferilni radikal, ki pa je stabilen in ne oksidira. 
Lipidni peroksilni radikal pa lahko tudi pritegne vodikov atom iz sosednje alkilne verige 
maščobne kisline (L2-H) in tako nastaneta nov lipidni radikal (L2˙) ter lipidni hidroperoksid 
(slika 3). Radikalska reakcija se lahko tako dalje širi in končno privede do propada celičnih 
membran ter poškodb tkiv. Posledice lipidne peroksidacije so poškodbe kožnih lipidov ter 
drugih kožnih molekul, kot na primer aminokislin in proteinov. Zaradi ROS pride do 
prezgodnjega staranja kože (nastanek gub, izguba kolagenskih vlaken in elastičnosti kože, 
pojav hiperpigmentacij, suha in tanka koža itd.), vnetnih procesov ali razvoja kožnega raka 
(7,8,9).  
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Slika 3: Prikaz nekaterih reakcij lipidne peroksidacije. 
1.3 ANTIOKSIDANTI 
Antioksidati (AO) so snovi, ki zmanjšajo oksidativni stres tako, da zavirajo, preprečijo 
oziroma odstranijo možnost oksidacije in s tem poškodbe tarčne molekule (5). 
AO lahko delimo na več različnih načinov. Glede na izvor jih delimo na naravne in sintezne. 
Med naravne AO uvrščamo vitamine (vitamin C, vitamin E,..) in spojine rastlinskega izvora, 
kot so polifenoli in terpeni. Med sintezne AO pa spadata npr. butil hidroksi anizol in 
butilhidroksitoluen (10). Delimo jih lahko tudi glede na njihove fizikalno-kemijske lastnosti 
oz. topnost. Med lipofilne antioksidante spadata npr. vitamin E in koencim Q10, vitamin C pa 
je hidrofilen in se kot tak raztaplja v vodi (5). 
Najbolj razširjena je delitev AO na endogene (telesu lastni AO) in eksogene (v telo jih 
vnašamo s hrano ali skozi kožo). V prvo skupino uvrščamo: encimske endogene antioksidante 
(SOD, glutation reduktaza, glutation peroksidaza, katalaza, drugi proteini in peptidi: albumin, 
transferin, glutation; koencim Q10, sečna kislina); to so AO, ki so naravno prisotni v našemu 
telesu. Eksogeni AO nasprotno ne nastajajo v našem telesu, zato jih moramo telesu dovajati 
od zunaj (vitamin C, vitamin E, karotenoidi, polifenoli, flavonoidi). Pomen vnosa endogenih 
AO narašča s staranjem organizma, ki je zaradi pridruženih procesov vedno manj sposobno 
tvoriti zadostno količino endogenih AO (11,12). Z leti je tako vse pomembneje, da ohranjamo 
zdrav življenjski slog, tj. da skrbimo za uravnoteženo prehrano, ki je bogata z AO (npr. 
avokado, jagode, ananas, zelenjava in sadje oranžne in zelene barve (13). 
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Delovanje antioksidantov lahko opišemo na tri različne načine: 
1. Preventivni antioksidanti: z vezavo kovinskih ionov (železo in baker), preprečijo da bi  
le ti stopili v reakcijo z vodikovim peroksidom in superoksidnim radikalom, v kateri 
nastajajo nevarni hidroksilni radikali (primer AO: transferin, albumin). 
2. Encimski antioksidanti: katalizirajo razgradnjo radikalov ter ROS (SOD, katalaza). 
3. ˝Žrtveni antioksidanti˝: ime teh AO izvira iz mehanizma njihovega delovanja, saj v 
reakcijah z radikali slednjim »žrtvujejo« svoje elektrone in jih nevtralizirajo ter s tem 
preprečijo njihovo reakcijo s tarčnimi molekulami. Pri tem poteče oksidacija AO, ki se 
pretvorijo v stabilne (in zato manj škodljive) radikale (po tem mehanizmu delujejo 
vitamin C, vitamin E, bilirubin) (14). 
Vsi AO v našem telesu predstavljajo antioksidativni obrambni sistem. Da je le-ta učinkovit, 
morajo biti izpolnjeni nekateri pogoji: AO mora biti ob pravem času na pravem mestu; AO  
mora biti hiter in učinkovit ter z radikalom reagirati hitreje kot tarčna molekula radikala; AO 
morajo biti povsod, saj npr. hidroksilni radikal nastaja v vseh delih telesa (5). 
1.3.1 Antioksidanti v kozmetičnih izdelkih 
Vedno več je kozmetičnih izdelkov (KI) na trgu, ki vsebujejo kot sestavino AO. Njihova 
vgradnja ima dvojni namen, prvi je oksidativna zaščita ostalih sestavin KI (AO kot pomožna 
sestavina KI), drugi pa zaščita kože pred nevarnimi učinki, ki jih imajo radikali (AO kot 
kozmetično aktivna sestavina KI). Glede na sestavo KI in vrsto KI izberemo tisti AO, ki 
najbolje ustreza KI kot celoti (14). Če je AO vgrajen v KI kot pomožna sestavina, potem je 
dodan z namenom, da prepreči oksidacijo druge sestavine, ki je k temu podvržena in s tem 
tudi podaljša rok uporabe samega izdelka. Če pa je dodan kot kozmetična aktivna sestavina (v 
nadaljevanju KAS), pa podpira obrambo kože pred poškodbami, ki jih povzročijo ROS, UV 
sevanje, psihični stres,.. Za takšne KI je uveljavljeno poimenovanje kozmecevtiki, ki so zaradi 
vsebujoče aktivne sestavine mejna skupina negovalnih izdelkov med kozmetiko in zdravili za 
dermalno aplikacijo (tj. dermatiki). V KI kot AO najpogosteje zasledimo vitamin C, vitamin 
E, koencim Q10, fenolne spojine in flavonoide (15). 
1.3.2 Vitamin C 
Vitamin C oziroma askorbinska kislina (slika 4) je vodotopni neencimski AO, ki se uporablja 
kot sestavina KI ravno zaradi svojega antioksidativnega delovanja. Človek ni sposoben sam 
sintetizirati vitamina C, saj naše telo nima encima L-gulono-γ-lakton oksidaze, ki je nujen za 
sintezo vitamina C. Tako smo odvisni od vitamina, ki ga zaužijemo. Največ vitamina C 
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vsebujejo citrusi (pomaranča, limona) in zelena zelenjava (16). S hrano zaužijemo L-
askorbinsko kislino, ki se nato v telesu preko askorbilnega radikala pretvori v L-
dehidroaskorbinsko kislino. Ta reverzibilna reakcija je pomembna, saj se lahko 
dehidroaskorbat regenerira nazaj v askorbinsko kislino in ponovno vstopi v oksidacijske 
reakcije (17). 
 
Slika 4: Kemijska formula askorbinske kisline. 
Lastnosti vitamina C in njegovo delovanje: 
 Je dober lovilec radikalov; sposoben je reagirati z mnogimi nevarnimi radikali, ki jih 
nevtralizira in tako varuje ostale molekule pred oksidacijo. 
 Lahko se obnavlja (dehidroaskorbinska kislina se lahko pretvori nazaj v askorbinsko 
kislino). 
 Sposoben je regenerirati tokoferilni prosti radikal v tokoferol (vitamin E). 
 Kot kofaktor prolina in lizina vpliva na sintezo kolagena. Ugotovitve kažejo, da 
vitamin C pospeši proliferacijo fibroblastov, ki tako sintetizirajo več kolagena pa tudi 
več elastina. Na metaloproteinaze vitamin C deluje inhibitorno. Kot AO tudi ščiti že 
nastale kolagenske molekule pred nevarnimi učinki ROS. 
 Uporablja se tudi kot AO v izdelkih za zaščito pred soncem, in sicer reducira radikale, 
ki nastajajo pod vplivom UV svetlobe ter zmanjšuje kožni eritem. 
 Deluje protivnetno- zmanjša aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-κB (18). 
 Uporablja se v izdelkih, ki preprečujejo prekomerno pigmentacijo kože in v KI za 
posvetlitev kože, saj vitamin C zavira encim tirozinazo, ki je udeležena pri biosintezi 
pigmenta melanina. Reducira o-kinone, intermediate v sintezi melanina, in tako na 
indirekten način prepreči tvorbo melanina. Reducira tudi že nastali melanin, kar ima 
za posledico posvetlitev temneje obravane kože (17). 
Askorbinska kislina je v raztopljeni obliki dokaj nestabilna, saj zelo hitro poteče oksidacija do 
neaktivnih produktov (slika 5). V KI tako pogosteje vgrajujemo njene derivate, npr: lipofilni 
askorbil palmitat in hidrofilni magnezijev askorbil fosfat, ki sta bolj stabilna (18). 
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Slika 5: Oksidacijske reakcije askorbinske kisline. 
1.3.3 Vitamin E 
Vitamin E je v maščobah topni AO, ki ga v človeško telo vnesemo s hrano. Največ vitamina E 
dobimo z zeleno zelenjavo, oreščki, sončničnim oljem, olivnim oljem. Pod imenom vitamin E 
označujemo skupino osmih izomerov (slika 6). Med seboj se razlikujejo po razporeditvi in 
številu metilnih skupin na kromanskem obroču. Tokotrienoli se od tokoferolov razlikujejo po 
tem, da imajo tokotrienoli tri dvojne vezi v stranski verigi, medtem ko imajo tokoferoli 
nasičeno stransko verigo (16). Fenolna skupina, ki je donor vodika ali elektrona je 
najpomembnejši del vitamina E, saj po reakciji, ki poteče med vitaminom E in radikalom, 
nastane tokoferilni radikal, ki je manj reaktiven (5). 
 
Slika 6: Strukture tokoferolov in tokotrienolov. 
Vitamin E se nahaja tudi v roženi plasti, kjer je v največji koncentraciji prisoten v globljih 
plasteh rožene plasti, medtem ko ga je v zgornjih plasteh manj. V dermalnih pripravkih se 
najpogosteje uporablja α-tokoferol, ki ima tudi največjo biološko aktivnost (19). Poleg svoje 
vloge pri zaščiti kože pred učinki UV- sevanja se pomembno vpleta tudi v druge procese v 
telesu: 
 Vitamin E sodeluje pri oksidacijsko redukcijskih procesih. α-tokoferol oksidira in se 
pretvori v α-tokoferoksil radikal, ki lahko nato ali reagira z drugim peroksilnim 
radikalom ali pa se s pomočjo vitamina C ponovno reducira v α-tokoferol (20).  
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 Če vitamin E nanesemo na kožo, dokazano zmanjša eritem, ki ga povzročajo UV-B 
žarki. 
 Učinkovito preprečuje lipidno peroksidacijo. Vitamin E je lovilec radikalov in tako 
prepreči tvorbo peroksidov iz nenasičenih maščobnih kislin membranskih lipidov. 
Posledično zavira oziroma upočasni procese staranja in tvorbo kožnega raka. 
 Celične membrane varuje pred škodljivimi produkti hidrolize fosfolipidov ter skrbi za 
urejenost ter fluidnost lipidnega dvosloja (tvori kompleks s komponentami lipidnega 
dvosloja (prostimi maščobnimi kislinami). 
 Deluje kot blag naravni zaščitni dejavnik pred UV sevanjem (s faktorjem zaščite okoli 
3) in je tudi zato pogosta sestavina KI za sončenje.  
 Preprečuje aterosklerozo (če je vitamin vnesen peroralno in ne dermalno). 
 Zmanjša nevarnost ishemične srčne bolezni (če je vitamin vnesen peroralno in ne 
dermalno). 
 Vitamin E dokazano ohranja visoko aktivnost SOD (superoksidna dismutaza - eden 
izmed najpomembnejši encimov antioksidativne obrambe telesa), ki se zmanjša po 
obsevanju z UV svetlobo. 
 Pospešuje celjenje ran oz. brazgotin. 
 Uporablja se kot sestavina KI za nego suhe kože, saj izkazuje tudi vlažilno delovanje, 
ki je posledica njegovega zaščitnega učinka na lipide in lipoproteine celičnih  
membran in s tem vpliva na njihovo sposobnost vezanja vode (21,22).  
Vitamin E je na svetlobi in zraku nestabilen in zelo hitro oksidira in razpade. Pri tem se 
tvorijo tokoferilni radikali, ki se lahko regenerirajo s pomočjo vitamina C (in se pretvorijo 
nazaj v α-tokoferol). Če so ti radikali v presežku, lahko povzročijo lipidno peroksidacijo, zato 
v dermalnih pripravkih namesto α-tokoferola raje uporabljamo bolj stabilne derivate vitamina 
E (npr. tokoferil linoleat, α-tokoferil acetat). Vitamin E najdemo v KI za nego suhe kože, 
aknaste kože, v KI za nego starejše kože pa tudi v vlogi stabilizatorja formulacij (21,22). 
1.3.4 Sinergistično delovanje vitamina C in E 
AO so pogosto sestavina KI za sončenje. Ni naključje, da sta oba, vitamin C in E dodana v KI 
za sončenje, saj dokazano delujeta sinergistično. Vitamin C sam po sebi ne deluje zaščitno 
pred svetlobo. Je pa v veliko pomoč vitaminu E, ki absorbira svetlobo, vendar se ne more sam 
regenerirati. Zato je dodan vitamin C, ki pomaga regenerirati vitamin E nazaj v aktivno obliko 
in tako posredno zaščiti našo kožo pred UV sevanjem (23). 
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1.4 DERMALNA ABSORPCIJA IN FRANZOVE CELICE 
Snovi prehajajo skozi kožo po različnih mehanizmih, in sicer ločimo tri poti prehajanja snovi: 
transcelularno, intercelularno in transfolikularno (prehod skozi kožne priveske) (24). Kadar 
učinkovina vstopa v posamezne plasti kože (npr. v roženo plast) govorimo o procesu 
penetracije, medtem ko se permeacija nanaša na prehod učinkovine med strukturno in 
funkcionalno različnimi plastmi kože. O absorpciji pa govorimo takrat, ko se učinkovina 
absorbira v krvožilni in limfni sistem (25). 
Vrednotenje procesa dermalne absorpcije in vivo je kompleksno in drago, dolgotrajno, 
pogosto pa tudi etično sporno. Kot alternativa se večinoma uporablja zanesljiv in dobro 
zasnovan in vitro sistem vrednotenja, ki temelji na uporabi Franzovih difuzijskih celic (slika 
7). 
 
Slika 7: Sestava Franz-ove difuzijske celice. 
Franzovo difuzijsko celico sestavljajo:  
 Donorski del: kamor nanesemo učinkovino, raztopljeno v določenem pufru ali 
vgrajeno v izbrano kozmetično formulacijo. 
 Membrana: uporabimo lahko naravno (živalska koža, rekonstruirani celični kožni 
modeli) ali umetno membrano (polimerne ali filtrske membrane). Pomembno je, da 
izbrana membrana čim bolje oponaša barierno funkcijo kože.  
 Receptorski del: slednji je napolnjen z receptorskim medijem, sestavo katerega 
prilagodimo testirani učinkovini; pomembno je, da je slednja v mediju dovolj topna. 
Receptorski medij velikokrat predstavlja kar pufer s pH=7,4 (z dodatkom ustreznih 
pomožnih snovi za izboljšanje topnosti testiranih učinkovin). 
 Vodni plašč: Franzovo celico inkubiramo v vodni kopeli, kadar izvajamo sproščanje, 
ki je temperaturno nadzorovano. 
Vzorčenje poteka tako, da iz receptorskega dela v izbranih časovnih intervalih jemljemo 
vzorce in z ustreznimi analiznimi metodami kvantitativno določimo vsebnost učinkovine v 
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receptorskem mediju. Pri sami metodi je zelo pomembno, da zagotovimo konstantno 
temperaturo medija, zadostno mešanje receptorskega medija (v receptorski del damo 
magnetno mešalo) in sink pogoje (koncentracija v receptorskem delu ne sme preseči 10% (oz. 
30%) nasičene topnosti učinkovine) (26). 
 
1.5 NOSILNI SISTEMI 
S pojmom nosilni sistemi označujemo sisteme, v katere vgradimo učinkovino z namenom, da 
jo ustrezno zaščitijo in nato dostavijo na želeno mesto delovanja, kjer jo skozi predviden 
časovni interval tudi nadzorovano sproščajo. Nosilni sistemi morajo biti biokompatibilni, 
fizikalno-kemično stabilni ter se enostavno porazdeljujejo po površini kože, zaželeno je tudi, 
da so biološko razgradljivi. Za dermalno dostavo se najpogosteje še vedno uporabljajo nosilni 
sistemi, kot so emulzije, geli, kreme. Vedno več pa se poslužujemo tudi novejših koloidnih 
nosilnih sistemov, kot so npr. (lamelarni) tekoči kristali, nanodostavni sistemi, tudi 
mikroemulzije in samomikroemulgirajoči sistemi. Povečana mobilnost, sproščanje in 
permeacija učinkovin ter nadzorovano sproščanje aktivne učinkovine so le nekatere lastnosti 
novejših dostavnih sistemov, zaradi katerih so dandanes sodobni koloidni dostavni sistemi 
pogosta izbira proizvajalcev kozmetičnih izdelkov (27). 
1.5.1 Samomikroemulgirajoči sistem 
Samomikroemulgirajoči sistemi (v nadaljevanju SMES) so definirani kot izotropne zmesi, ki 
ob stiku z vodno fazo ob mešanju spontano tvorijo mikroemulzije. Sestavljeni so iz zmesi 
lipidov, površinsko aktivnih snovi, hidrofilnih topil ali koemulgatorja ter aktivne učinkovine. 
Po dodani vodni fazi nastane mikroemulzija z velikostjo kapljic pod 100 nm. Njihove 
pozitivne lastnosti so, da povečajo topnost slabo topnih učinkovin in njihovo hitrost 
raztapljanja ter s tem izboljšajo biološko uporabnost. Običajno vsebujejo primerljiv delež 
lipofilne faze in površinsko aktivnih snovi in so primerni nosilni sistem za hidrofobne 
učinkovine. Na trgu danes ni veliko izdelkov s SMES. Razlog je verjetno v tem, da je proces 
samomikroemulgiranja specifičen. Le točno določene kombinacije in razmerje med lipidi in 
površinsko aktivnimi snovmi (PAS) ter njihovo koncentracijo, tvorijo SMES in le ti sistemi 
imajo ustrezen samomikroemulgirajoči učinek. K njihovi zapostavljenosti pripomore tudi 
dejstvo, da SMES po redčenju nastanejo stabilne mikroemulzije le pri določenem deležu 
vode. Zaradi teh lastnosti si velikokrat raje izberemo kateri drugi, bolj ugoden nosilni sistem. 
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Če SMES-u dodamo vodo, dobimo različne (koloidne) sisteme z različno notranjo strukturo. 
Tako lahko priparavimo mikroemulzije, tekoče kristale ter emulzije tipa olje-v-vodi (28). 
1.5.2 Tekoči kristali 
Tekoči kristali (v nadaljevanju TK) predstavljajo vmesno stanje med tekočim in trdnim 
stanjem. To pomeni, da njihova struktura združuje tako značilnosti tekočin (tok) kot kristalnih 
trdnih snovi (anizotropnost, urejenost, stabilnost). Imenujemo jih tudi mezofaze. Glede na 
nastanek jih delimo na termotropne in liotropne. Termotropni TK nastanejo s segrevanje 
trdnih snovi.  Liotropni TK pa nastanejo z dodajanjem topila trdni snovi in jih dalje delimo na 
lamelarne, heksagonalne ter kubične TK. Lamelarni TK so sestavljeni iz dvoslojev PAS z 
značilno anizotropnostjo ter so zaradi svoje podobnosti medcelični lipidni membrani kože 
pogosto nosilni sistemi aktivne učinkovine. Običajno vsebujejo PAS, vodno ter oljno fazo in 
nastanejo z majhnim vnosom energije oziroma spontano. Njihove prednosti pred ostalimi 
nosilnimi sistemi so sposobnost solubilizacije težko topnih aktivnih učinkovin in 
termodinamska stabilnost. Lamelarni TK so ugodni nosilni sistem za dermalno dostavo 
aktivne učinkovine, saj jim njihova oljno-vodna struktura omogoča nadzorovano sproščanje. 
Nizka medfazna površinska napetost omogoča dobro penetracijo aktivne učinkovine v kožo, 
lamelarna strukturna zgradba pa omogoča vključitev vode v hidrofilna področja dvoslojev 
PAS in s tem poveča hidratacijo kože in zmanjša izhlapevanje vode. Imajo višjo viskoznost (v 
primerjavi z ostalimi nosilnimi sistemi npr. mikroemulzijami), kar pripomore k temu 
enostavnemu nanosu izdelka na kožo. Ne povzročajo draženja kože, po nanosu pa pustijo 
ugoden občutek (24,29). 
1.5.3 Mikoemulzije 
Mikroemulzije (v nadaljevanju ME) so koloidni nosilni sistemi iz dveh faz, ki se med seboj ne 
mešata (vodna in oljna faza), stabilizirani z medfaznim filmom emulgatorja in koemulgatorja. 
So bistre do rahlo opalescentne disperzije in njihova velikost kapljic ne presega 140 nm. 
Nastanejo spontano in so termodinamsko stabilne. Aktivno učinkovino lahko vgradimo v 
lipidno fazo, hidrofilno fazo ali na medfazo. Majhna velikost kapljic ima veliko prednosti 
pred makroemulzijami: večja je kapaciteta vgrajevanja aktivnih učinkovin, so termodinamsko 
stabilne, dobro penetrirajo skozi roženo plast kože. Od klasičnih emulzij se poleg naštetega 
razlikujejo tudi v tem, da ME nastanejo spontano, so prozorne in ne bele kot emulzije ter 
vsebujejo večjo koncentracijo PAS. Mikroemulzije predstavljajo zelo uspešen dostavni sistem 
za aktivno učinkovino, saj podrejo urejeno strukturo medceličnega prostora. Lipofilne 
komponente in PAS pospešujejo penetracijo, saj vplivajo na fluidnost lipidnih dvoslojev, 
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medtem ko hidrofilne komponente hidratirajo kožo. Glede na zunanjo fazo ME ločimo dva 
tipa ME in sicer: O/V ME, kjer se področja oljne faze nahajajo v kontinuirani vodni fazi in tip 
V/O ME, kjer je voda notranja oziroma dispergirana faza in olje zunanja faza ali disperzni 
medij. Prav zgradba ME omogoča vgradnjo lipofilnih, hidrofilnih in amfifilnih KAS. 
Vgradimo lahko tudi dve različno polarni učinkovini. Kadar KAS vgradimo v notranjo 
oziroma dispergirano fazo ME, dosežemo podaljšan čas sproščanja same učinkovine. ME so 
torej ene izmed bolj pogosto uporabljenih nosilnih sistemov, saj poleg vseh lastnosti, ki so 
zgoraj naštete omogočajo nadzorovano sproščanje učinkovine, zaščitijo nestabilno učinkovino 
(kadar jo vgradimo v notranjo fazo) ter so sposobne zakriti neprijeten vonj. Vsebujejo pa tudi 
velike količine PAS, kar je eden izmed glavnih omejitvenih faktorjev pri njihovi terapevtski 
uporabi. Pri veliki vsebnosti PAS v nosilnem sistemu, je pomembna koncentracija in kemijska 
struktura, saj lahko le ti kožo dražijo. Nekate PAS so znane kot potencialno toksične snovi, 
saj lahko poškodujejo celične membrane in pride do celične smrti. Zato je zelo pomembno 
katere PAS in v kolikšni koncentraciji uporabimo pri izdelavi kozmetičnega izdelka (30,31).  
 
1.6 REOLOGIJA 
Reologija je veda o deformaciji in tokovnem obnašanju tekočin, poltrdnih in trdnih sistemov. 
Opisuje, kako se različni materiali obnašajo pod vplivom mehanske obremenitve (32). 
Reologija ima velik pomen v farmaciji kot tudi v kozmetologiji, saj omogoča vrednotenje 
notranje strukture sistemov, spremljanje fizikalne stabilnosti in obnašanja snovi pod vplivom 
temperature, nepogrešljiva je tudi v kontroli kakovosti surovin (33). 
Osnovne reološke parametre (slika 8) si najlažje predstavljamo z modelom dveh vzporednih 
plošč s površino S [m2] in njuno medsebojno razdaljo h [m], med katerima je preiskovana 
tekočina. Na zgornjo ploščo delujemo z določeno silo F [N], medtem ko spodnja plošča 
miruje. Ob zagotovljenih hidrodinamskih pogojih in kadar se tekočina premika po plošči pri 
pogojih plastovitega strižnega toka rečemo, da imamo laminarni tok. Delovanje strižne sile,  
povzroči določen premik plasti, imenovanega strižna deformacija (γ). Strižna hitrost (γ˙ oz. D) 
pa je sprememba strižne deformacije na enoto časa [s-1]. Določena hitrost toka zahteva 
določeno silo, medtem ko se preiskovana tekočina toku upira s svojo viskoznostjo. Pri 
laminarnem toku lahko tekočini izmerimo viskoznost, ki predstavlja upor proti drsenju 
tekočine oziroma »notranje trenje« tekočine (34). 
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Slika 8: Model za razlago osnovnih reoloških pojmov. 
Poznamo dva načina prikazovanja pestrosti tokovnega obnašanja sistemov. Reogram je prikaz 
strižne napetosti [τ, Pa] v odvisnosti od strižne hitrosti [s-1], viskoznostni diagram pa je prikaz 
odvisnosti viskoznosti [η, Pa.s] od strižne sile [s-1] (33). 
Sisteme v grobem delimo v dva tipa: idealne/Newtonske in realne/ne-Newtonske sisteme. 
Med Newtonske sisteme spadajo idealne tekočine, kot je na primer glicerol, kjer je viskoznost 
neodvisna od strižne napetosti. Ne-Newtonske sisteme pa še dalje delimo na časovno odvisne 
ter časovno neodvisne. Časovno neodvisni sistemi so: psevdoplastični, plastični in dilatantni 
sistemi. Časovno odvisna pa sta tiksotropni sistem ter reopeksni sistem. Poznamo še 
viskoelastične sisteme, ki so reološko najbolj kompleksni sistemi in imajo sočasno izražene 
tako elastične kot viskozne lastnosti. Med obremenitvijo sistema se del energije izgubi in se 
zaradi viskoznega trenja pretvori v toploto, del energije pa se ohrani in se po prenehanju 
delovanja strižne sile vrne v obliki elastičnega povratka. Večina realnih tekočin uvrščamo 
med viskoelastične sisteme. Za določitev viskoelastičnih pogojev je pomembno, da meritve 
izvajamo pri majhnih strižnih deformacijah, saj le tako lahko zagotovimo, da meritev poteka v 
območju linearnega viskoelastičnega odziva (LVE). To je območje viskoelastičnosti, kjer je 
strižna napetost linearno odvisna od strižne deformacije (34). 
Reološke parametre lahko merimo in tudi vrednotimo z različnimi metodami in instrumenti. 
Za merjenje viskoznosti tekočin lahko uporabljamo enostavne viskozimetre (kapilarni, 
kroglični viskozimeter). Viskoznost bolj kompleksnih sistemov pa merimo z rotacijskimi ter 
oscilacijskimi viskozimetri; s slednjimi lahko vrednotimo tudi viskoelastične lastnosti. 
Poznamo tri različne merilne sisteme rotacijskega viskozimetra: sistem koaksialnih valjev, 
sistem stožec-ploščica in sistem ploščica-ploščica. Katerega uporabimo je odvisno od količine 
ter konsistence vzorca. Prednost oscilacijskih viskozimetrov je ta, da pri merjenju ne pride do 
porušenja notranje strukture preiskovanega vzorca, medtem ko se pri ostalih viskozimetrih 
notranja struktura vzorca podre in je potrebno za vsako meritev uporabiti nov vzorec. Pri 
oscilatornih testih se strižna deformacija spreminja s časom sinusno z določeno frekvenco in 
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amplitudo. Ta način meritev viskoelastičnih lastnosti nam omogoča določiti viskozno in 
elastično kompenento viskoelastične snovi pri nedestruktivnih strižnih pogojih (33,34).  
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2. NAMEN 
Namen diplomske naloge je proučiti vpliv 3 strukturno različnih formulacij za nego kože, na 
sproščanje vgrajenih vitaminov C in E in določiti najustreznejši nosilni sistem za dermalno 
dostavo vgrajenih vitaminov z antioksidativno aktivnostjo. 
V okviru eksperimentalnega dela bomo pripravili tri stukturno različne nosilne sisteme: 
SMES, TK in ME V/O. Slednji so izbrani tako, da ležijo na isti razredčitveni premici 
(psevdo)trikomponentnega faznega diagrama in so tako v prevladujočem deležu sestavljeni iz 
enakih komponent (izopropilmiristata in vode kot lipofilne in vodne faze, površinsko aktivnih 
snovi lecitina in Tweena 80, butanola kot sotopila), a v različnem masnem razmerju. V 
izbrane nosilne sisteme bomo vgradili vitamina C in vitamin E v molarnem razmerju 1: 1 
(1,4% m/m; 0,4% vitamina C + 1% vitamina E). 
Ker si izbrani nosilni sistemi niso različni le po razmerju sestavin, ampak tudi po reoloških 
lastnostih, bomo nosilne sisteme z in brez vgrajenih vitaminov pri (ne)destruktivnih pogojih 
merjenja reološko ovrednotili z reometrom. Te meritve nam bodo pomagale pri razumevanju 
vpliva reoloških parametrov na sproščanje vgrajenih vitaminov, saj tako viskoznost kot 
notranja struktura nosilnih sistemov pomembno vplivajo na difuzijo vgrajenih spojin. 
Vpliv reoloških lastnosti in notranje strukture nosilnih sistemov na sproščanje vgrajenih 
vitaminov bomo proučevali s pomočjo Franzovih difuzijskih celic. Kot receptorski medij 
bomo uporabili metanolno-vodno raztopino, kot umetno bariero pa celulozno acetatno 
membrano z velikostjo por 0,45µm. Vsebnost proučevanih vitaminov v receptorskem mediju 
bomo določili s pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC). 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI  
3.1.1 Sestava sistemov 
LIPOFILNA FAZA 
 Izopropilmiristat- C17H34O2 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemčija) 
Izopropilmiristat (v nadaljevanju IPM) je bistra, oljnata tekočina nizke viskoznosti in brez 
vonja. Kemijsko je IPM ester izopropilnega alkohola in miristinske kisline (slika 9). Meša se 
z alkoholom, maščobnimi olji, tekočim parafinom, acetonom, kloroformom. Ne meša pa se z 
vodo in glicerolom. Odporen je na oksidacijo in hidrolizo. Ne povzroča draženja, je 
netoksičen ter dobro prodira v kožo. Zaradi teh lastnosti se pogosto uporablja kot 
pospeševalec absorpcije v transdermalnih pripravkih v kozmetiki in farmaciji (35). 
 
 
 
EMULGATORSKA ZMES 
 Tween® 80 (Emprove® Essential, Ph Eur,JP,NF, Nemčija) 
Tween 80 oziroma polisorbat 80 (slika 10) je rumena, viskozna tekočina. Kemijsko je 
polioksietilen sorbitan monooleat (PEG-iliran sorbitan, kjer je skupno število poli(etilen 
glikola) enot 20 (w + x + y + z =20)). Meša se z vodo, etanolom, etilacetatom, metanolom in 
toluenom. Ne meša pa se z maščobnimi olji ter tekočim parafinom. Je hidrofilen, neionski 
emulgator s HLB vrednostjo 15, ki se v KI pogosto uporablja kot emulgator, solubilizator ter 
močljivec, saj ne povzroča draženja in velja za netoksično snov (35,36). 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 9: Kemijska struktura IPM. 
Slika 10: Kemijska struktura Tweena 80. 
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 Lipoid S-100®  (GmbH, Nemčija) 
Uporabljen Lipoid S-100® (slika 11) je naravna sestavina, pridobljena iz soje in je rumenkaste 
barve. Ima voskasto konsistenco ter značilen vonj. Njegovo drugo ime je lecitin in spada med 
fosfolipide, njegove komponente so: fosfatidilholin (ki predstavlja večino zmesi), 
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin, fosfaidilinozitol, v kombinaciji z različnimi količinami 
trigliceridov, maščobnih kislin in ogljikovih hidratov. Najpomembnejša komponenta je 
fosfatidilholin, katerega najdemo v različnih koncentracijah v različnih vrstah lecitina. V 
Lipoidu S-100 je fosfatidilholina 94% ali več. Fosfatidilholin je amfifilna molekula, 
sestavljena iz »zwitterionske« glave in dveh nepolarnih verig pripadajočih maščobnih kislin. 
Je tudi komponenta celičnih membran. Ostale sestavine lecitina so še fosfatidiletanolamin, 
lizofosfatidilholin, trigliceridi, maščobne kisline in voda. Topen je v etru in maščobnem olju. 
Lecitin je kompatibilen in biorazgradljiv. Pogosto je sestavina kozmetičnih izdelkov, kjer se 
uporablja kot emulgator in emolient (tj. snov, ki mehča kožo) (37). 
 
SOTOPILO 
Butan-1-ol (Merck KgaA, Nemčija) 
Butanol je prozorna, nevtralna tekočina značilnega močnega vonja, ki se dobro meša z 
drugimi alkoholi, ketoni, etri, glikoli ter drugimi aromatskimi in alifatskimi ogljikovodiki. Z 
vodo se zmerno meša. V kozmetične izdelke se dodaja kot sotopilo (37). 
HIDROFILNA FAZA 
 Prečiščena voda 
KOZMETIČNO AKTIVNE UČINKOVINE 
 L-askorbinska kislina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemčija) 
Askorbinska kislina je kristalni prah, bele do svetlo rumene barve brez vonja in kislega okusa. 
Je nehigroskopna snov in občutljiva na svetlobo. Askorbinska kislina je topna v alkoholu in 
vodi, netopna pa je v etru. Temperatura tališča je 190 °C in se pri tej temperaturi tudi razgradi. 
Slika 11: Kemijska formula fosfatidilholina; R in R` predstavljata 
maščobni kislini, ki sta lahko enaki ali različni. V samem lecitinu, 
pridobljenem iz soje, prevladuje linolenksa kislina. 
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Pojavlja se v dveh izomernih oblikah; v raztopljeni obliki ima dve ionizirajoči skupini z 
vrednostima pKa 4,75 in 11,8. V farmacevtskih in kozmetičnih formulacijah se uporablja za 
uravnavanje pH raztopin in kot AO. Askorbinska kislina se pridobiva sintetično ali se izolira 
iz različnih rastlinskih virov, kot so borovnice, črni ribez, agrumi (37,38). 
 Vitamin E, 97% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemčija) 
Vitamin E je oljnata, viskozna tekočina, ki je lahko brezbarvna ali rumeno rjave barve. Meša 
se z acetonom, diklorometanom, etanolom, etrom in maščobnimi olji. Ne meša pa se z vodo. 
Vitamin E je potrebno shranjevati v posodi na hladnem, suhem mestu, kjer je zaščiten pred 
svetlobo in zrakom. Uporablja se v farmaciji, prehrambeni industriji pa tudi v kozmetiki. 
Največkrat nastopa v vlogi AO (37,38). 
3.1.2 Ostale snovi 
 Metanol (CH3OH), (J.T. Baker, Poljska) 
Uporaba: Priprava receptorskega medija, priprava standardov, priprava mobilne faze 
 Acetonitril (CH3CN), (J.T. Baker, Poljska) 
Uporaba: priprava mobilne faze 
 Franzove celice (Verrerie Villeurbannaise ,Villeurbanne, Francija) 
 Umetna membrana iz celuloznega acetata (Sartorius Stedim Biotech GmbH, 
Goettingen, Nemčija), velikost por: 0,45µm 
3.1.3 Naprave 
 Analizna tehnica (Mettler Toledo-Delta range, Švica) 
 Avtomatska pipeta (Transferpette, Nemčija) 
 Magnetno mešalo: IKA® RO10, Nemčija 
 Reometer: Anton Paar, Physica MCR 301, Avstrija 
 HPLC sistem (za vitamin C):  
-HPLC 1290 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA) 
-Kolona: Synergi Hydro 150x4,6 mm, 4µm (Phenomenex, Torrance, ZDA) 
 HPLC sistem (za vitamin E): 
-HPLC 1100 (Agilent, ZDA) 
-Kolona: Luna@ 125x4,6 mm, 5µm, C18 (Phenomenex, Torrance, ZDA) 
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3.2 METODE 
3.2.1 Priprava vzorcev 
Za vgradnjo vitaminov C in E smo izbrali nosilne sisteme z različno notranjo strukturo, ki so 
že bili razviti v okviru predhodnega raziskovalnega dela na Katedri za farmacevtsko 
tehnologijo Fakultete za farmacijo v Ljubljani (38). Izdelali smo tri sisteme: SMES, TK in 
V/O ME (preglednica I predstavlja recepturo posameznega nosilnega sistema). Nosilni sistemi 
so sestavljeni iz: lipofilne faze (IPM), lecitina (Lipoid S-100), Tween® 80 kot emulgatorja, 
sotopila butanola (razen tekočih kristalov, ki ne vsebujejo butanola) in prečiščene vode, ki 
predstavlja hidrofilno fazo (razen SMES, saj ne vsebuje vode). Te sestavine so pogosto 
uprabljene v dermalnih izdelkih, saj ne povzročajo draženja in so netoksične. Lipofilna faza 
deluje emolientno na kožo, medtem ko butanol zaradi interakcij z lecitinom poveča področja 
nastanka ME. V nosilne sisteme smo vgradili vitamina C in E v molarnem razmerju 1:1 (1,4% 
m/m; 0,4% vitamina C + 1% vitamina E). 
Preglednica I: Receptura sistemov SMES, TK IN V/O ME z vgrajenima vitaminoma C in E (m:m%) 
SESTAVINE SMES TK V/O ME 
Lipoid S100 15% 22,5% 13,49% 
Tween 80 15% 22,5% 13,83% 
Butanol 30% 0% 26,81% 
Izopropilmiristat 40% 30% 35,87% 
Prečiščena voda 0% 25% 10% 
Vitamin E 1% 1% 1% 
Vitamin C 0,4% 0,4% 0,4% 
*Masa posameznega vzorca je 20 gramov. 
Vsi izbrani lipidni sistemi ležijo na isti razredčitveni premici psevdo-trikomponentnega 
faznega diagrama (slika 12). Prvi sistem, ki vsebuje le emulgatorsko zmes, oljno fazo ter 
butanol je SMES. Če SMES redčimo z vodno fazo, dobimo drugi sistem in sicer V/O ME. 
Tretji sistem (TK), ki prav tako leži na isti razredčitveni premici in smo ga pripravili po 
enakem postopku, se razlikuje od drugih dveh nosilnih sistemov v tem, da ne vsebuje 
butanola. 
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Slika 12: Psevdo-trikomponentni fazni diagram za sistem IPM/lecitin/Tween 80/butanol/voda.  Na razredčitveni premici so 
označena področja nastanka SMES (vzorec I), V/O ME (vzorec II) in TK (vzorec III) (33). 
 
V/O ME  smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico najprej natehtali Lipoid S-100, Tween® 
80 in butanol ter zmes mešali s pomočjo magnetnega mešala, da je nastala homogena zmes. 
Nato smo dodali IPM ter vitamin E ter celo erlenmajerico ovili z alufolijo (za zaščito vitamina 
pred svetlobo) in ponovno dali mešati na magnetno mešalo. Na koncu smo dodali še vitamin 
C in prečiščeno vodo, ter pustili mešati dokler ni nastala homogena zmes – V/O 
mikroemulzija. 
Sistem s tekočo kristalno strukturo smo naredili po enakem postopku kot V/O ME, le da v 
prvem koraku postopka nismo dodali butanola. 
Tudi SMES smo pripravili po enakem postopku, vendar smo v zadnjem delu priprave dodali 
le vitamin C brez vode in vzorec ponovno mešali toliko časa, da je nastala homogena zmes-
SMES. 
3.2.2 Sproščanje vitaminov C in E iz izbranih lipidnih sistemov skozi umetno 
membrano 
a) Priprava vzorca 
Vzorce z vgrajenima vitaminoma (slika 13) smo naredili en dan pred poskusom sproščanja, 
tako da sta se učinkovini popolnoma vgradili v sistem. Na membrano v donorskem delu 
Franzove celice smo s pomočjo brizge z nastavkom v obliki silikonske cevke točno nanesli 
približno 600 mg vzorca.  
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Slika 13: Izbrani nosilni sistemi z vgrajenima vitaminoma C in E (1,4% m/m). 
b) Izbira receptorskega medija 
Z namenom, da bi za test sproščanja vgrajenih vitaminov uporabili optimalen receptorski 
medij, smo predhodno testirali različne receptorske medije. Kot osnovo smo uporabili 
metanol, in sicer zaradi same primerljivosti rezultatov med našimi rezultati in rezultati 
raziskovalnega dela, ki je hkrati potekalo na Katedri za farmacevtsko tehnologijo. Izbrali smo 
medij, ki se je v poskusnih sproščanjih odnesel najbolje, in sicer 85% metanol. 
c) Sproščanje 
En dan pred sproščanjem smo si pripravili lipidne vzorce z vgrajenima vitaminoma in 
receptorski medij ter inkubirali membrane (celulozne acetatne membrane z velikostjo por 0,45 
µm) v 100% metanolu. Na dan sproščanja smo najprej pripravili 6 oz. 7 Franzovih celic (jih 
oštevilčili, pripravili ustrezne pokrovčke in prižeme), vanje dali magnetna mešala in jih 
napolnili z receptorskim medijem 85% metanolom (volumen Franzovih celice se je gibal med 
8,1 mL in 8,6 mL). Na receptorski del smo položili umetno membrano ter nanjo namestili 
donorski del celice. Oba dela Franzove celice smo nato stisnili s prižemo in v donorski del 
nanesli 600 mg izbrane formulacije, ki je vsebovala 1% vitamina E in 0,4% vitamina C. 
Pripravljene Franzove celice smo postavili na magnetno mešalo in hitrost vrtenja mešala 
nastavili na 320 rpm; temperatura v prostoru je bila 25 °C, relativna vlažnost pa 65% (slika 14 
prikazuje Franzovo celico v času sproščanja). Ves čas poskusa (razen v času vzorčenja) smo 
imeli Franzove celice zaščitene pred svetlobo (s plastično banjico, ki smo jo poveznili preko 
mešala s celicami). Vsak poskus sproščanja smo izvedli v šestih oz. sedmih paralelkah. Ob 
vnaprej določenih časovnih intervalih (0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h, (8h)), smo iz receptorskega dela 
celice s pipeto vzorčili 800 µL medija, ki smo ga takoj nadomestili s svežim 85% metanolom 
(s tem smo zagotovili konstanten volumen receptorskega medija v Franzovi celici ves čas 
poskusa). Pri tem smo pazili, da smo morebitne zračne mehurčke previdno odstranili iz celice. 
Odvzete vzorce smo zbirali v HPLC vialah. Vsebnost vitaminov C in E v odvzetih vzorcih 
smo določili s pomočjo HPLC. Pred HPLC analizo smo nekatere vzorce, ki so bili motni, 
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redčili z metanolom v razmerju 1:1. Še isti dan smo izvedli HPLC analizo, s katero smo v 
vzorcih določili vsebnost vitamina C. Nato smo vzorce čez noč shranili v zmrzovalniku pri -
20 °C. Naslednji dan smo v vzorcih s HPLC analizo določili še vsebnost vitamina E. Rezultati 
sproščanja so prikazani kot povprečje vseh vzorcev ene serije. Sproščanje je potekalo 6 ur 
(SMES in ME V/O) oziroma 8 ur za TK. Za lažjo primerjavo smo primerjali spročanje 
vitaminov iz TK po 6h (rezultati sproščanja so prikazani v prilogi 1). 
 
 
Slika 14: Franzova difuzijska celica med sproščanjem in prikaz sproščanja. 
 
3.2.3 Določanje vsebnosti vitaminov C in E v izbranih nosilnih sistemih s 
HPLC metodo 
HPLC je metoda, za katero je značilno, da se komponente vzorca ločijo na osnovi različne 
hitrosti potovanja skozi kolono, kjer iz mobilne faze stopajo v interakcije s stacionarno fazo. 
Metoda se uporablja za identifikacijo in kvantitativno določanje spojin v zmesi. Na sliki 15 je 
prikazana HPLC aparatura (38). 
Kromatografski pogoji:  
Za vitamin C smo analizo izvajali pri naslednjih pogojih:  
 - Kolona: Synergi Hydro 150x4,6 mm, 4µm (Phenomenex, Torrance, ZDA) 
 -Mobilna faza: 0,1% mravljinčna kislina 
 -Pretok mobilne faze: 1 mL/min 
 -Temperatura kolone: 30 °C 
 -Valovna dolžina detekcije: 245 nm 
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 -Volumen injiciranja: 1 µL  
 -Čas analize: 4 min 
Za vitamin E smo analizo izvajali pri naslednjih pogojih:  
- Kolona: Luna@ 125x4,6 mm, 5µm, C18 (Phenomenex, Torrance, ZDA) 
-Mobilna faza: metanol:acetonitril = 70:30 
-Pretok: 1,5 mL/min 
-Temperatura kolone: 25°C 
-Temperatura vzorca: 23°C 
-Valovna dolžina detekcije: 291 nm 
-Volumen injiciranja: 50 mL 
 
 
Slika 15: HPLC aparatura. 
Priprava raztopin za HPLC: 
a) Priprava standardnih raztopin za HPLC (vitamin C): Pripravili smo osnovno 
raztopino standarda s koncentracijo 0,4 mg/mL. V 10 mL merilno bučko smo točno 
natehtali približno 4 mg askorbinske kisline in dopolnili do oznake s 85% raztopino 
metanola. Tako pripravljeno osnovno standardno raztopino smo redčili s 85% 
metanolom tako, da smo dobili 75% raztopino, 50%, 15%, 10% in 5% raztopino 
standarda. Osnovno standardno raztopino in njene redčitve smo analizirali s pomočjo 
HPLC po zgoraj opisani metodi in iz pomerjenih odzivov (površin pod vrhovi) ter 
poznanih koncentracij standardov naredili umeritveno premico (slika 16) za vitamin C. 
Enačbo premice smo uporabili pri izračunih koncentracij v posameznih vzorcih. 
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Slika 16: Umeritvena krivulja za vitamin C. 
 
b) Priprava standardnih raztopin za HPLC (vitamin E): Za izdelavo umeritvene premice 
(slika 17) smo pripravili štiri osnovne standardne raztopine vitamina E v metanolu s 
koncentracijami: 0,72 mg/mL, 0,62 mg/mL, 0,201 mg/mL ter 0,2078 mg/mL. 
Pripravili smo dve osnovni standardni raztopini v območju maksimuma in dve v 
območju minimuma. Prvo osnovno standardno raztopino smo pripravili tako, da smo 
36 mg vitamina E točno zatehtali v 50 mL merilno bučko in jo dopolnili do oznake z 
metanolom; prvo osnovno standardno raztopino smo nato redčili v razmerjih 2/20 in 
2/50. Drugo osnovno standardno raztopino smo pripravili tako, da smo v 50 mL 
merilno bučko točno natehtali 31 mg vitamina E ter prav tako dopolnili do oznake z 
metanolom; tako pripravljeno osnovno raztopino smo nato redčili z metanolom v 
razmerju 1/20, 1/10 in 5/10. Tretjo standardno raztopino smo pripravili tako, da smo 
točno natehtali 20,1 mg vitamina E in ga v 100 mL merilni bučki dopolnili do oznake 
z metanolom; tako pripravljeno raztopino smo z metanolom redčili v razmerjih 2/25, 
1/10 in 4/20. Četrto osnovno standardno raztopino smo pripravili tako, da smo v 100 
mL merilno bučko točno natehtali 20,78 mg vitamina E in ga dopolnili od oznake z 
metanolom; tako pripravljeno raztopino smo redčili z metanolom v razmerjih 1/20, 
1/10, 4/20. Pred vsako HPLC analizo vzorcev sproščanja smo na kolono injicirali 
raztopine standardov in njihove redčitve naslednjih koncentracij: 0,201 mg/mL; 
0,0201 mg/mL; 0,72mg/mL; 0,072 mg/mL; 0,0288 mg/mL. S tem smo preverili 
pravilnost delovanja naprave. 
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Slika 17: Umeritvena krivulja za vitamin E. 
 
Ponovljivost/natančnost sistema: Ustreznost kromatografskega sistema smo preverili s 
trikratnim zaporednim injiciranjem raztopine standarda na kolono HPLC sistema, ter 
izračunom povprečja in relativne standardne deviacije, ki mora biti manjša od 3%. Vse 
izračunane standardne deviacije za naše analize so bile manjše od 3%. 
Izračun vsebnosti sproščenih vitaminov iz nosilnih sistemov skozi umetno membrano 
S pomočjo umeritvenih premic ter rezultatov HPLC analize smo izračunali koncentracijo 
sproščenih vitaminov C in E v preiskovanem vzorcu (c) [mg/mL] v posamezni časovni točki. 
Maso sproščenih vitaminov C in E v posameznih časovnih točkah smo izračunali s pomočjo 
enačbe 1 : 
 
 
(Enačba 1) 
Faktor redčenja (F.R.) smo upoštevali samo pri sproščanju vitaminov iz sistema s tekočo 
kristalno strukturo, pri katerem smo odvzete vzorce zaradi motnosti redčili v razmerju 1/1 in 
jih šele nato analizirali s pomočjo HPLC. Izračunano koncentracijo sproščenih vitaminov C in 
E v preiskovanem vzorcu (c) [mg/mL] smo pomnožili s faktorjem redčenja, volumnom 
Franzove celice (med 8,1 in 8,6 mL) ter v časovnih točkah: 1h, 2h, 4h in 6h prišteli maso 
sproščenih vitaminov odvzeto v prejšnjih časovnih točkah. Z izračunano maso sproščenega 
vitamina (mg) smo lahko izračunali koliko % vitaminov C in E se je sprostilo skozi 
membrano v določenem času (enačba 2). 
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     (Enačba 2) 
3.2.4 Določanje reoloških lastnosti 
Reološke lastnosti vzorcev smo vrednotili z modularnim reometrom Anton Paar Physica 
MCR 301 (slika 18). Najprej smo z metodo rotacijske reometrije pomerili viskoznost 
izdelanih nosilnih sistemov brez in z vgrajenima vitaminoma C in E. Za analizo vzorca TK, ki 
je imel poltrdno konsistenco, smo uporabili merilni sistem stožec-ploščica s premerom 50 
mm; na spodnjo ploščico smo enakomerno nanesli majhno količino vzorca, nato smo stožec 
približali spodnji ploščici in s spatulo odstranili presežno količino vzorca, ki ga je sistem 
iztisnil med približevanjem v izhodiščno pozicijo merilnega sistema. Konsistenca vzorcev 
SMES in V/O ME je bila bistveno nižja (oba vzorca sta tekla), zato smo ju reološko 
ovrednotili z merilnim sistemom koaksialnih valjev, ki omogoča analizo tekočih sistemov. 
Merilni sistem koaksialnih valjev sestavljata notranji in zunanji valj, pri čemer med meritvijo 
notranji valj rotira, zunanji pa miruje. V merilno celico z koaksialnima valjema smo vzorce 
SMES in V/O ME nalili do oznake. 
Na vzorcih z večjo konsistenco smo izvedli tudi osilacijsko analizo (amplitudni in frekvenčni 
test). Namen oscilacijskih testov je določiti delež viskoznega in elastičnega doprinosa k 
viskoelastičnemu odzivu tekočine. Amplitudni test ter frekvenčni test smo opravili le na 
vzorcu TK brez in z vgrajenima vitaminoma C in E. Preostala dva nosilna sistema sta imela 
prenizko konsistenco in nista bila primerna za oscilacijsko analizo. 
Najprej smo izvedli test pri konstantni frekvenci oscilacije, pri katerem se spreminja 
amplituda strižnih sil na vzorec in nam omogoča meritve v območju deformacij (ti. amplitudi 
test). S pomočjo slednjega smo določili linearno viskoelastično območje proučevanega vzorca 
(tj. območje nedestruktivnih strižnih pogojev), znotraj katerega so reološke lastnosti snovi  
neodvisne od amplitudne strižne deformacije (34). 
Določili smo tudi točko kritične vrednosti, nad katero začnejo vrednosti dinamičnih količin 
(elastični (G´) in plastični (G˝) modul) padati, kar pomeni, da je tu prehod iz linearnega v 
nelinearno viskoelastično obnašanje. Elastični (G´) in plastični (G˝) modul smo merili tako, 
da smo strižno deformacijo zvezno povečevali od 0,01 do 100%, frekvenca oscilacije pa je 
bila konstantna, in sicer 10 rad/s. Meritve smo izvajali pri 25 °C.   
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Meritve smo nadaljevali s frekvenčnim testom, s katerim smo vrednotili lastnosti vzorca v 
območju nedestruktivnih pogojev (ti. linearno viskoelastično območje) pri konstantni 
amplitudi (0,1% strižne deformacije) in spreminjajoči frekvenci obremenitve vzorca od 0,1 do 
100 rad/s (34,39). 
POGOJI:  
Temperatura: 25 °C 
Rotacija: strižna hitrost: 1-100 s-1; T=25 °C; senzorski sistem: CP50 za TK, CC27 za SMES 
ter V/O ME  
Amplitudni test: strižna deformacija: 0,01-100%; T=25 °C; frekvenca oscilacije 10 rad/s; 
senzorski sistem CP50 
Frekvenčni test: deformacija: 0,1%; T=25 °C; frekvenca: 0,1-100 rad/s; senzorski sistem 
CP50  
 
Slika 18: Reometer Anton Paar Physica MCR 301; (Reometer je naprava, za merjenje reoloških lastnosti tekočin, poltrdnih in 
trdnih snovi). 
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
Namen diplomske naloge je ovrednotiti primernost različnih na lipidih osnovanih nosilnih 
sistemih za sočasno dostavo vitaminov C in E. Nosilne sisteme z različno notranjo strukturo 
(SMES, ME V/O in TK) smo najprej reološko ovrednotili in proučili vpliv vgradnje 
vitaminov na viskoznost sistemov. S pomočjo Franzovih difuzijskih celic smo pridobili 
podatke o sproščanju vitaminov skozi umetno membrano in s tem preučili vpliv notranje 
strukture in viskoznosti nosilnega sistema na sproščanje vgrajenih vitaminov C in E. 
 
4.1 REOLOŠKE LASTNOSTI NOSILNIH SISTEMOV BREZ IN Z 
VGRAJENIMA VITAMINOMA C IN E  
4.1.1 Vrednotenje izdelanih vzorcev z rotacijsko viskozimetrijo 
Viskoznosti izdelanih nosilnih sistemov smo vrednotili s Physica MCR 301 (Anton Paar) 
reometrom, in sicer smo želeli pridobiti informacije o odvisnosti njihovih reoloških lastnosti 
tako od notranje strukture vzorcev kot tudi od vgradnje vitaminov. V ta namen smo najprej 
pomerili viskoznost nosilnih sistemom SMES, ME V/O in TK (brez vgrajenih vitaminov), 
nato pa še viskoznost sistemov z vgrajenima vitaminoma C in E v molarnem razmerju 1:1 
(1,4% m/m; 0,4% vitamina C + 1% vitamina E). 
Uvrstitev sistemov med Newtonske in ne-Newtonske sisteme 
Slika 19 prikazuje odvisnost viskoznosti SMES od naraščajoče strižne hitrosti. Kot je 
razvidno iz viskoznostne krivulje, je viskoznost SMES praktično neodvisna od naraščajoče  
strižne hitrosti, z izjemo nekaj začetnih točk kjer se viskoznost rahlo poveča. To velja tako za 
SMES brez kot z vgrajenima vitaminoma C in E. Takšne sisteme uvrščamo med Newtonske 
sisteme. Omeniti je potrebno, da je začetno povečanje viskoznosti vzorca najverjetneje 
posledica ti. »zgodovine« vzorca in ne sprememb v njegovi mikrostrukturi. Iz slike 19 je 
nadalje razvidno, da vgradnja vitaminov rahlo poveča viskoznost vzorca. 
Podobno reološko obnašanjne smo določili tudi za sistem ME V/O (brez in z vgrajenima 
vitaminoma C in E), ki je prikazan na sliki 20. Tudi v tem primeru je viskoznost obeh vzorcev 
praktično neodvisna od strižne hitrosti (z izjemo v prvih točkah meritve), zato lahko tudi ME 
V/O brez in z vgrajenima vitaminoma uvrstimo med Newtonske sisteme. Za razliko od SMES 
vgradnja vitaminov v ME V/O ni vplivala na viskoznost sistema. Iz viskoznostne krivulje TK 
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(slika 21) pa je nasprotno razvidno, da viskoznost nosilnega sistema z naraščajočo strižno 
obremenitvijo pada, dokler ne doseže konstantne viskoznosti pri visoki strižni hitrosti. Razlog 
za takšno obnašanje TK je posledica delovanja zunanje sile, ki povzroči ureditev strukturnih 
elementov v smeri toka oz. prehod notranje strukture v bolj urejeno stanje. Delovanje zunanje 
sile povzroči, da se molekule orientirajo vzdolž osi, kar zmanjša notranje trenje med 
molekulami; v primeru lamelarnih TK tako vzporedne dvoplasti lažje zdrsnejo druga ob drugi. 
To ima za posledico manjše trenje in lažje gibanje tekočine in s tem povezano znižanje 
navidezne viskoznosti (35). Takšno reološko obnašanje je značilno za psevdoplastični sistem, 
ki spada med časovno neodvisne realne oz. ne-Newtonske sisteme. Iz slike 21 je razvidno, da 
proučevani TK brez in z vgrajenima vitaminoma izkazujejo značilnosti psevdoplastičnega 
sistema, pri čemer je viskoznost sistema z vgrajenima vitaminoma C in E nekoliko višja od 
viskoznosti TK brez vitaminov. Vitamin C se vgradi v vodno fazo, medtem ko vitamin E v 
lipofilno fazo. Na medfazi vitaminski par reagira in tako vplivata na strukturo in s tem tudi na 
viskoznost. Viskoznost TK je sicer neprimerljivo večja od viskoznosti SMES in ME V/O, ki 
sta v istem velikostnem območju, kar je bilo moč zaznati tudi vizualno oz. na otip, saj sta 
SMES in ME V/O tekočini, TK pa poltrden sistem. 
 
 
Slika 19: Viskoznostni krivulji SMES in SMES z vgrajenima vitaminoma C in E. 
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Slika 20: Viskoznostni krivulji ME V/O in ME V/O z vgrajenima vitaminoma C in E. 
 
 
Slika 21: Viskoznostni krivulji TK in TK z vgrajenima vitaminoma C in E. 
 
Primerjava viskoznosti in vpliv vgradnje vitaminov na viskoznost nosilnih sistemov 
Iz slik 19-21 je razvidno, da imajo najvišjo viskoznost TK, ki imajo v primerjavi s SMES in 
ME V/O približno 1000-krat višjo viskoznost. Nato sledi ME V/O in SMES, ki pa ima med 
izbranimi nosilnimi sistemi najnižjo viskoznost. V nasprotju z viskoznostjo SMES in ME V/O 
je viskoznost TK odvisna od strižne hitrosti, zato smo primerjali navidezne viskoznosti vseh 
treh sistemov pri najnižji hitrosti strižne obremenitve (preglednica II). V skladu z literaturnimi 
podatki lahko zaključimo, da so razlike v viskoznosti posledica različnih notranjih struktur 
sistemov, ki se tvorijo zaradi različnih vsebnosti PAS in vode v teh sistemih. Iz primerjave 
vzorcev, ki ležijo na isti razredčitveni premici psevdo-trikomponentnega faznega diagrama 
(pri čemer TK vsebujejo tudi butanol), je razvidno, da viskoznost sistemov narašča z 
naraščanjem deleža vode v sistemu. V skladu s pričakovanji je viskoznost dvofaznega sistema 
ME V/O tako nekoliko večja od viskoznosti enofaznega SMES, saj je v ME V/O vodna faza v 
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obliki kapljic dispergirana v zunanji oljni fazi. Slednje so večje (pod 140 nm) od velikosti 
micelov, ki jih lahko tvorijo PAS v SMES (do 10 nm), kar se lahko odraža v nekoliko večji 
viskoznosti ME V/O (~0,013 Pa*s) napram SMES (~0,009 Pa*s). Prisotnost vode lahko 
vpliva na viskoznost tudi preko interakcij s polarnimi glavami PAS v emulgatorske zmesi 
(lecitina in Tweena® 80), ki povečajo notranje trenje sistema. 
Viskoznost poltrdnih TK je nepremirljivo višja od viskoznosti obeh tekočih sistemov (ME 
V/O in SMES). Za liotropne tekoče kristale je značilno, da je njihov nastanek odvisen od 
prisotnosti topila. Predpostavljamo torej, da pride do tvorbe vodikovih vezi med vodo in 
hidrofilnimi polarnimi glavami fosfatidilholina, glavne komponente lecitina, ki nato začne 
nabrekati in pripomore k zgostitvi sistema (38). Visoka viskoznost izdelanih TK izvira tudi iz 
njihove lamelarne strukture, ki smo jo potrdili s oscilacijsko viskozimetrijo. 
Preglednica II:Prikaz navidezne viskoznosti nosilnih sistemov TK, ME V/O in SMES brez in z vgrajenima vitaminoma C in 
E. 
SISTEM TK 
TK Z 
VIT. C+E 
ME V/O 
ME V/O Z 
VIT. C+E 
SMES 
SMES Z 
VIT. C+E 
VISKOZNOST 
(Pas) 
19,1 34,7 0,0132 0,0128 0,0092 0,0095 
 
4.1.2 Vrednotenje izdelanih vzorcev z oscilacijsko viskozimetrijo 
V nadaljevanju smo izvedli še oscilacijske meritve, da bi podrobneje ovrednotili 
viskoelastične lastnosti TK, ki jih ponazarjamo z vrednostjo elastičnega modula G´ in 
plastičnega modula G˝. Z oscilacijsko reometrijo smo tako podrobneje analizirali notranjo 
strukturo TK, ki smo jih na osnovi rotacijske viskozimetrije opredelili kot psevdoplastičen 
sistem. SMES in ME V/O nismo vključili v oscilacijsko analizo, saj je njuna prenizka 
konsistenca onemogočila izvedbo meritev. 
S pomočjo amplitudnega testa (slika 22), s katerim smo merili vrednosti elastičnega (G`) in 
plastičnega (viskoznega) modula (G``) v odvisnosti od naraščajoče strižne deformacije (γ) pri 
konstantni frekvenci oscilacije in temperaturi, smo določili linearno območje strižne 
deformacije, v katerem sta bili krivulji obeh modulov čim bolj neodvisni od amplitude 
oscilacije. Iz slike 22 je razvidno, da imajo TK brez vgrajenih vitaminov širše območje 
linearnosti kot TK z vgrajenima vitaminoma; na osnovi slednjega smo za nadaljnjo analizo (ti. 
frekvenčni test) izbrali vrednost strižne deformacije 0,1%, pri kateri sta oba sistema približno 
linearna.  
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Slika 22:Odvisnost elastičnega (G`) in plastičnega (G``) modula TK brez in z vgrajenima vitaminoma C in E od strižne 
deformacije pri konstantni frekvenci 10 rad/s. 
 
Slika 23 prikazuje odvisnost dinamičnih modulov G` in G`` ter kompleksne viskoznosti (η*) 
od frekvence oscilacije; ti. frekvenčni test smo izvedli pri strižni deformaciji 0,1%. Pri obeh 
proučevanih sistemih (TK brez in z vgrajenima vitaminoma C in E) je vrednost G` višja od 
G``, kar nakazuje, da imajo TK v splošnem bolj izražene elastične kot viskozne lastnosti. Iz 
slike je razviden tudi vpliv vgradnje vitaminov v nosilni sistem; medtem ko dodatek 
vitaminov na plastični modul G`` ne vpliva bistveno (nekoliko poviša njegovo vrednost, a 
oblika krivulje se ne spremeni), ima na elastični modul G` bolj izrazit vpliv, saj bistveno 
poveča tako njegove vrednosti kot naklon krivulje. Krivulji odvisnosti G` in G`` od frekvence 
oscilacije za TK brez vgrajenih vitaminov nakazujeta lamelarno strukturo liotropnih tekočih 
kristalov, rezultati frekvenčnega testa TK z vgrajenima vitaminoma C in E pa so bolj značilni 
za heksagonalno strukturo liotropnih TK. Vgradnja vitaminov je torej najverjetneje povzročila 
spremembo v strukturi TK (29). 
 
Slika 23: Elastični (G`), plastični (G``) modul in kompleksna viskoznost (η*) TK  brez in z vgrajenima vitaminoma C in E v 
odvisnosti od frekvence oscilacije pri vrednosti strižni deformaciji 0,1%. 
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4.2 VPLIV RECEPTORSKEGA MEDIJA NA SPROŠČANJE 
VITAMINOV 
Pri izbiri receptorskega medija je bistveno, da se proučevana KAS v njem dobro raztaplja. 
Želimo, da topnost KAS v mediju v nobeni časovni točki ne preseže 30% nasičene topnosti, s 
čimer se izognemo vplivu topnosti KAS v receptorskem mediju na njeno sproščanje iz 
nosilnega sistema. Pri vrednotenju sproščanja hidrofilnega vitamina C in lipofilnega vitamina 
E smo v preliminarnih poskusih kot receptorski medij testirali metanol. Izkazalo se je, da 
slednji prehitro izhlapeva iz Franzovih celic, kar se je odražalo v nižanju gladine 
receptorskega medija v donorskem delu celice. V sledečih poskusih sproščanja smo zato kot 
receptorski medij testirali naslednje metanolno-vodne raztopine: 85% metanol, 70% metanol 
in 50% metanol. 50% metanol se kot receptorski medij ni obnesel, saj je sproščanje vitaminov 
iz nosilnih sistemov potekalo prepočasi (po 6h sproščanja se vitamina nista sprostila). 
Sproščanje vitaminov v 70% metanolu kot medij je bilo nekoliko boljše, vendar ta medij ni bil 
primeren za testiranje TK, iz katerih se je po 6h sproščanja sprostilo le 1,03% vitamina. Kot 
optimalni receptorski medij smo tako izbrali 85% metanol, ki kot metanolno-vodna raztopina 
izkazuje nižjo hlapnost kot 100% metanol, ob tem pa dovolj dobro topnost za vitamin C kot 
E, da slednja ne vpliva bistveno na hitrost sproščanja vgrajenih vitaminov iz nosilnih 
sistemov. 
4.3 SPROŠČANJE VITAMINOV C IN E IZ NOSILNIH 
SISTEMOV 
Stabilnost in AO učinkovitost vitaminov C in E v testiranih sistemih je bila že proučena na 
Fakulteti za farmacijo (38). V okviru diplomske naloge smo se zato osredotočili na testiranje 
sproščanja vitaminov C in E iz izbranih dostavnih sistemov skozi celulozno acetatno 
membrano. 
Rezultati obsega sproščenih vitaminov C in E iz izbranih nosilnih sistemov v posameznih 
časovnih točkah so prikazani v prilogi 1. 
4.3.1 Vpliv notranje strukture nosilnega sistema na sproščanje vitaminov 
Notranja struktura (tj. tip emulzije, lamelarna tekoča kristalna struktura, prisotnost micelov 
PAS ipd.) lahko pomembno vpliva na profil sproščanja vgrajenih KAS (40). Od urejenosti 
sistema (in lastnosti KAS) je namreč odvisno mesto vgradnje KAS in posledično sproščanje 
učinkovine iz sistema. 
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Profil sproščanja vitaminov C in E iz nosilnega sistema SMES prikazuje slika 24. Iz slednje je 
razvidno, da se je v 6 urah z SMES sprostilo bistveno več vitamina C kot vitamina E (~ 47% 
vitamina C vs. ~ 13% vitamina E). Predvidevamo, da se je lipofilen vitamin E počasneje 
sproščal iz SMES zato, ker se v slednjem raztaplja bistveno bolje od hidrofilnega vitamina C. 
SMES je namreč brezvodna izotropna zmes lipidov, emulgatorja, hidrofilnih topil in/ali 
koemulgatorja, v našem primeru zmes lecitina, Tween-a® 80, izopropilmiristata in butanola. 
Ker SMES predstavlja manj ugodno okolje za vodotopen vitamin C, je slednji hitreje prehajal 
skozi umetno membrano v 85% raztopino metanola, ki je predstavljala receptorski medij (v 
smeri koncentracijskega gradienta). 
 
Slika 24: Sproščanje vitaminov C in E iz SMES v odvisnosti od časa sproščanja. 
Podoben trend je razviden tudi iz rezultatov sproščanja vitaminov C in E iz ME V/O (slika 
25), iz katere se je po 6 urah sproščanja sprostilo ~ 60% vitamina C in ~ 14% vitamina E. 
Zaradi notranje strukture ME V/O, kjer vodna faza predstavlja notranjo fazo, ki je v obliki 
kapljic dispergirana v zunanji oljni fazi, smo sicer pričakovali počasnejše sproščanje vitamina 
C. Slednji je namreč raztopljen v notranji vodni fazi ME in mora tako najprej preiti zunanjo 
fazo ter šele nato skozi membrano v receptorski medij. Sklepamo, da se tudi v tem primeru 
vitamin C sprošča hitreje in v bistveno večjem obsegu od vitamina E zaradi boljše topnosti 
slednjega v pretežno lipofilni ME V/O. Pri tem je potrebno izpostaviti, da se tako SMES kot 
ME V/O zelo dobro mešata s hidrofilno fazo, saj pride pri velikih redčitvah do spontane 
tvorbe mikroemulzije O/V. 
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Slika 25: Sproščanje vitaminov C in E iz ME V/O v odvisnosti od časa sproščanja. 
Na sliki 26 je prikazano še sproščanje vitaminov C in E iz TK kot nosilnega sistema. Tudi v 
tem primeru se iz nosilnega sistema sprosti več vitamina C (~ 40%) kot vitamina E (~ 23%), 
vendar je pri TK razlika v količini sproščenih vitaminov najmanjša. Slednje je verjetno 
posledica dejstva, da TK izmed vseh proučevanih nosilnih sistemov vsebujejo največji delež 
vodne faze in so torej najbolj hidrofilni. Posledično predstavljajo ugodnejše okolje za 
porazdeljevanje hidrofilnega vitamina C ter manj ugodno okolje za lipofilen vitamin E. To 
hipotezo potrjuje tudi dejstvo, da se je iz visoko viskoznih TK sprostilo bistveno več vitamina 
E (~ 23%) kot iz SMES (~ 13%), kateremu smo sicer določili približno 1000-krat nižjo 
navidezno viskoznost kot TK. Viskoznost nosilnega sistema je po literaturnih podatkih sicer 
dejavnik, ki pomembno vpliva na profil sproščanja vgrajenih učinkovin (23). 
 
Slika 26: Sproščanje vitaminov C in E iz TK v odvisnosti od časa sproščanja. 
Iz rezultatov sproščanja (Slike 24-26) je tudi razvidno, da se je iz vseh nosilnih sistemov 
sprostilo več vitamina C kot vitamina E. 
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4.3.2 Vpliv viskoznosti nosilnih sistemov na sproščanje vgrajenih KAS 
Slika 27 prikazuje sproščanja vitamina C iz treh različnih nosilnih sistemov (SMES, ME V/O 
in TK). Razvidno je, da se je največ vitamina C sprostilo iz ME V/O, sledita SMES in TK. 
Trend deloma sovpada z navidezno viskoznostjo nosilnih sistemov z vgrajenima vitaminoma 
(preglednica II); najnižjo navidezno viskoznost smo določili za SMES (0,0095 Pa*s), sledita 
ME V/O (0,0128 Pa*s) ter TK (19,1 Pa*s). V skladu s pričakovanji se vitamin C tako 
najpočasneje sprošča iz TK, ki predstavljajo izrazito najbolj viskozen sistem, kar omejuje oz. 
upočasnjuje difuzijo vitamina C. Najhitrejše sproščanje vitamina C smo v nasprotju s 
pričakovanji določili za ME V/O; slednja je nekoliko bolj viskozna od SMES, poleg tega pa 
smo počasnejše sproščanje pričakovali tudi zaradi predvidenega mesta vgradnje vitamina C- 
tj. v notranjo fazo ME. Rezultati nakazujejo, da viskoznost ni edini pomemben dejavnik, ki 
vpliva na sproščanje vitamina C iz nosilnih sistemov, saj profil sproščanja vitamina C iz TK 
ne odstopa tako izrazito od profilov sproščanja vitamina C iz SMES in ME V/O, kot bi 
pričakovali na osnovi razlik v njihovi viskoznosti. 
 
Slika 27: Profil sproščanja vitamina C iz nosilnih sistemov ME V/O, TK in SMES. 
Primerjava profilov sproščanja vitamina E iz testiranih formulacij (SMES, ME V/O in TK ) je 
prikazana na sliki 28. Iz rezultatov je razvidno, da se je največ lipofilnega vitamina E sprostilo 
iz TK, sledita ME V/O ter SMES s primerljivima profiloma sproščanja vitamina E. Na 
sproščanje vitamina E iz testiranih sistemov viskoznost torej ne vpliva bistveno, saj se vitamin 
E v največjem obsegu sprosti iz TK, ki predstavljajo izrazito viskozen sistem. V skladu z 
diskusijo v poglavju 4.3.1. sklepamo, da na sproščanje vitamina E iz proučevanih nosilnih 
sistemov pomembno vpliva tudi njihova vsebnost vodne faze, ki vpliva tako na njihovo 
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solubilizacijsko kapaciteto za vitamin E kot na notranjo strukturo (vsi sistemi ležijo na isti 
razredčitveni premici psevdo-trikomponentnega faznega diagrama). Z naraščajočo 
hidrofilnostjo sistemov pada njihova solubilizacijska kapaciteta za vitamin E; slednji ima tako 
najnižjo afiniteto do TK, iz katerih se sprošča v največjem obsegu. Lamelarni TK zaradi svoje 
strukture sicer veljajo za dober dostavni sistem; dvosloji PAS drsijo drug ob drugem in 
omogočajo lažjo difuzijo KAS (35). Primerljiv profil sproščanja vitamina E iz ME V/O in 
SMES bi lahko bil tudi posledica delnega prehajanja receptorskega medija skozi membrano v 
donorski del; znano je namreč, da SMES ob dodatku vodne faze spontano tvori ME tipa V/O. 
 
 
Slika 28: Profil sproščanja vitamina E iz nosilnih sistemov ME V/O, TK in SMES. 
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5. SKLEP 
Pripravili smo tri strukturno različne formulacije za nego kože z vitaminoma C in E. SMES, 
TK in ME V/O so v prevladujočem deležu sestavljeni iz enakih komponent: IPM kot lipofilna 
faza, Tween® 80 in lecitin kot emulgatorja, butanol kot sotopilo in prečiščena voda kot 
hidrofilna faza. V nosilne sisteme smo tako vgradili vitamina C in E v molarnem razmerju 1:1 
(1,4% m/m; 0,4% vitamina C + 1% vitamina E).  
Z reološkimi meritvami smo dokazali, da nosilna sistema ME V/O in SMES uvrščamo med 
Newtonske sisteme, medtem ko TK kažejo lastnosti psevdoplastičnih sistemov. Z reometrom 
smo najvišjo viskoznost izmerili TK. Rezultati kažejo, da z naraščanjem deleža PAS in vode v 
nosilnih sistemih, narašča tudi njihova viskoznost. V primeru TK smo izvedli tudi oscilacijske 
teste, saj je njihova konsistenca dovolj visoka za izvedbo meritve. Rezultati kažejo, da imajo 
TK izrazitejšo elastičnost kot pa viskoznost, kar je značilno za liotropne lamelarne TK.  
Poznavanje reoloških značilnosti proučevanih sistemov nam je omogočilo boljšo 
interpretacijo rezultatov sproščanja vgrajenih vitaminov v povezavi z viskoznostjo in notranjo 
strukturo nosilnih sistemov, ki pomembno vplivajo na difuzijo vgrajenih spojin. Rezultati in 
vitro sproščanja dokazujejo, da viskoznost nosilnega sistema vpliva na sproščanje vgrajenih 
vitaminov C in E, saj se je najmanj vitamina C sprostilo iz TK, ki so najbolj viskozen sistem, 
in največ iz ME V/O. Majhne razlike med profili sproščanja vitamina C iz nosilnih sistemov z 
zelo različno konsistenco potrjujejo, da na sproščanje vitaminov ne vpliva le viskoznost, 
ampak tudi struktura nosilnega sistema. Rezultati kažejo, da se je največ vitamina E sprostilo 
iz TK, najmanj pa iz SMES. Sklepamo, da je razlog v količini vodne faze, ki vpliva tako na 
solubilizacijsko kapaciteto nosilnih sistemov za vitamin E kot tudi na njihovo notranjo 
strukturo. Z naraščajočo hidrofilnostjo sistemov pada njihova solubilizacijska kapaciteta za 
vitamin E; slednji ima tako najnižjo afiniteto do TK, iz katerih se kljub njihovi visoki 
viskoznosti sprošča v največjem obsegu. Dokazali smo, da se je iz vseh treh nosilnih sistemov 
(ME V/O, SMES in TK) sprostilo več vitamina C kot vitamina E. 
Rezultati diplomske naloge potrjujejo, da so TK najustreznejši dostavni sistem KAS za 
dermalno uporabo. Predhodne študije so dokazale, da sta vitamina C in E v TK najbolj 
stabilna, sistem biološko kompatibilen in najmanj draži kožo. Njihovo superiornost smo v tej 
študiji potrdili tudi z reološkimi meritvami, na osnovi katerih lahko proučevane tekoče 
kristale opredelimo kot lamelarne in s tem najprimernejše za dermalno dostavo. Kot ustrezni 
so se izkazali tudi z vidika sproščanja vgrajenih vitaminov. 
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